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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
® Fluoreszierende Proteine als zelltypspezifische Reporter 
(57) • Die Erfindung betnfft embryonale Stammzellen (ES- 
Zellen) nicht-menschlicher Sauger, die mit einem DNA- 

Konstrukt stabil transfiziert sind, das eine fur ein nicht- 

zelischadigendes fluoreszierendes Protein codierende 

DNA-Sequenz und einen mit dieser DNA-Sequenz opera- 

tiv verknupften, zell- und/oder entwicklungsabhangigen 

Promotor umfaBt; ein Verfahren zur Herstellung dieser 

ES-Zellen; eine ZellkulTur erhaitlich durch Kultivieren der 

ES-Zellen; ein Verfahren zur toxikologiscnen Prufung von 

Substanzen unter Verwendung dieser Zellkulturen; ein 
, Verfahren zur Erzeugung transgener nicht-menschlicher 

Sauger unter Verwendung der ES-Zellen; einen durch die- 
ses Verfahren erhaltlichen transgenen nicht-menschli- 

chen Sauger und ein Verfahren zur Untersuchung von 

Zollentwicklungsstufen unter Verwendung von Zellen ei- 

nes solchen nicht-menschlichen Saugers. 
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Beschreibung , „ 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von nicht-zell- 
schariigenrien fluoreszierenden Proi einen a Is /elhypspezifi- 
sche Reponer. Im einzelnen betrifft die Erfindung embryo- 
nale Stammzeflen (ES-Zcllenj nicht-menschlicher Sauger. 
die niii einem DNA-Konsiruki stabil iransfiziert sind. das 
eine fur ein nicht-zellschadigendes lluoresziercndes Protein 
codierende DNA-Sequenz und cinen mil dieser DNA-Se- 
quenz operativ verknCipften. zell- und/odcr entwicklungsab- 
hangigen Proniotor umfaBt; ein Verfahren zur Herstellung 
dieser ES-ZeLlen: eine Zellkultur erhaltlich durch Kultivie- 
ren der ES-ZeiJen; ein Verfahren zur toxikoiogischen Prii- 
fung von Subsianzen unter Verwendung dieser Zellkulturen; 
ein Verfahren zur Erzeugung iransgener nichimenschlicher 
Sauger unter Verwendung der ES-Zellen: einen durch dieses 
Verfahren erhaltlichen transgenen nichi-menschlichen Sau- 
ger und cin Verfahren zur Untcrsuchung von Zcl lent wick-" 
lungsstufen unier Verwendung von Zellen eines solchen 
nicht-menschlichen Saugers. 

Embryonale Stammzeilen (ES) sind Grundlage sowohl 
fiir die Erzeugung iransgener Tiennodelle, als auch fur den 
Einsaiz in in vitro Zellkultursystem. Bis her wurden die sich 
aus ES-Zellen differenzierenden Zelltypen dadurch identifi- 
zien, daB sie durch AnLikorperfiirbung bzw. durch in sil.u- 
Hybridisierung mir Antisense-Oligonukieotiden gekenn- 
zeichnei wurden. Dazu muBien allerdings die Zellen zuvor 
fixien. werden. 

A lie bisherigen Verfahren eignen sich nichi fiir anschlie- 
Bende funkiionelle Untersuchungen mil den von ES-Zellen 
differenzierten. un terse hi edlichen Zelltypen. Die bis her ein- 
zige Methode. urn funkuonelle Untersuchungen an ES-Zeii- 
abgeleiteten Zellderiyaien in vivo durchzufiihren, besiand in 
der morphologischen Identifizierung. Dies gelang, wenn 
auch nur sehr unbefriedigend, bei den Herz- und Skelett- 
muskelzellen, da diese sich durch Kontraktionen auszeich- 
neten. Sc hon bei den nicht kontrahierenden Ventriket zellen 
war die Erkennung fiir funkuonelle Untersuchungen 
schwierig. So wird im Maltsev et al.. 1994, Circ Res., 75, 
233-244 und DD-299439 AS ein Modell beschrieben. in 
dem die Differenzierung von Herzzellen (Kardiomyozyten) 
□usgehend von einer sehr fruhen Entwicklungsstufe bis zur 
spezialisienen Schrittmacher-, vemrikularen-, oder atrialen 
Herzzelle in vitro stattfindet (Maltsev et al.. 1994. Circ Res.. 
75. 233-244). Zu diesern Zweck werden loiipotente em- 
bryonale Stammzeilen (ES-Zellen) der Zellinie D3 unter 
den foigenden Zellkuimrbedingungcn in Kardiomyozyten 
differenziert: Die Zellen werden 2 Tagc in einem hangenden 
Tropfen angesetzu dann 5 Tage in Suspension gehalien und 
anschlieftend ausplatiert f Maltsev ei al.. 1994. Circ Res.. 75. 
233-244). Innerhalb von 1-2 Tagen nach der Plnlierting hil- 
den sich spontan schlagehde Areale innerhalb dieser "Em- 
bryoid Bodies" (EB's). Aus diesen Arealen konnen mil Hilfe 
enzymaiischer Verdauung (Kollagenase) einzelne Kardio- 
myozvLen dissoziiert werden. die funkuonellen. molekuiar- 
biologischen und morphologischen (Immunhisrochemie. 
Elektroneninikroskopie) Untersuchungstechnikcn wahrend 
den verschiedenen Differenzierungsstadien zugiinglich sind. 
Neben den Kardiomyozyten befinden sich in den so erzeug- 
len EB's unter andereni auch neuronale Zellen. Gliazellen. 
hamaiopoietische Zellen. Endothelzellcn (t'riihe Kapillare), 
glatte Muskelzellen. Skeleumuskel/.ellen. Knorpelzcllen. 
Fibroblast en und Epi the lze lien. 

Daruber hinaus sind in der icizien Zeii bioluininiszcnte 
Pro) cine wic Green Fluorescent, Protein (nach lot gend GFP) 
beschrieben worden (Prasher et al.. Gene. Vol. 1 1 1 229 -233 
(1992). die als Marker fur Genexprcssion vorgeschlagen 
werden (Chalfie et al.. Science. Vol. 263. 81)2 -805 (1994)). 
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So ist in der WO-A-95 107463 und WO-A-96^27675 das 
Transfomiieren von Zellen mil GFP offenbarL Die Transfor- 
mation von Saugerzellen. insbesondere deren ES-Zellen mil 
einer rur GFP codicrenden DNA-Sequenz isi jedoch weder 
5 in dieser noch in einer anderen Druckschrift beschrieben 
worden. 

Herz-Kreislauferkrankungen gehoren i miner noch zu den 
hauhgsten Todesursachcn in den westlichen Industrie lan - 
dem. Nur durch intensive Grundlagenforschung auf diesem 

to Gebiet konnen die pathophysiqlogischen Ursachen erkannt 
und neue Therapieansatze gefunden bzw. loxikologische 
Veranderungen beschrieben werden. Fiir die IJntersuchung 
zur Pathogenese von Herz-Kreisiauf Erkrankungen undzum 
Teslen neuer pharmakologischer und toxikologischer Sub- 

15 staxizen werden Modelle bendugt, die einerseits auf den 
Menschen iibertragbar sind, andererseits aberdie aufwendi- 
gen und kostenimensiven Tierversuchsmodelle ersetzen 
konnen. Im Jahr 1991 wurden noch Liber 2 Millioncn Ticrc 
allein in den alien Bundeslandem bei Tierversuchen einge- 

20 setzu 

Ein in letzter Zeii imrner wichtigerer Ansatzpunkt der 
pharniakologisch/toxikologischen Forschung ist die I-Ierz- 
differenzierung. Ausderstereotypisch ablaufenden Herzzei- 
lentwiclclung konnen Ruckschliisse auf pathologische und 
2$ loxikologische Veriinderungen von Kardiomyozyten gezo- 
gen werden. So ist z. B. bekannL daB bei der kardiaien Hy- 
pertrophic (Yamazaki et al„ J. Mol. Cell Cardiol. 27 (1): 
133-140 (1995)) und Herzinsufftzienz (Johnson et al.. Bio- 
chem. Pharmacol. 45 (12): 2365-2372 (1993)) der Rezept- 
30 orstatus und die intrazellularen Signalkaskaden gestort sind. 
Diese pafhologisch verandenen Kardiomyozyten ahneln 
teilweise wieder Herzzellen fruher Differenzierungsstadien. 

Die zur Aulldiiruiig der Eigenschaften von Herzzellen 
fruher Differenzierungsstadien notwendigen Untersuchun- 
35 gen konnen am Tier jedoch teehnisch nur schwer und, falls 
uberhaupt. in sehr aufwendisen Studien durchgefiihrt wer- 
den: Am 12.-13. Tag ist es friihesiens mdglich, Kardiomyo- 
zyten aus einem Mauseembryo zu priiparieren. diese Zellen 
en tsprechen jedoch nichi mehr einer fruhen kardiaien Diffc- 
40 renzierungsstufe. Eine deiailb'ene Analyse der Rezcpiorex- 
presston wahrend verschiedener Differenziei-ungsstadien ei- 
forden einen sehr hohen Aufwand an Tiermaterial und ist - 
wie vorstehend aiisgefiihrt - lechnisch nur schwer durch- 
fiihrbar. Ebenso ist die Beobachtung der Entwicklung einer 
45 relaiiv undifferenzierten Herzzelle uber mehrere Tage bis 
Wochen hinweg am Tiemiodell nicht njogiich. Um den Ein- 
satz neuer Therapeutika, z. B. inotroper Subsianzen oder 
Antiarrhyihmika bzw. toxischer Stoffe. z. B. Schwennetalle 
oder Retinoide, auszutesten. muB im Tierversuch ein wo- 
50 chenlanges. invasives Monitoring an Tieren z. B. Schwei- 
nen durchgefiihrt werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besiand nun 
darin. ein Zellkuiturverfahren bereitzustellen. das eine ein- 
fache'Charakterisierung der lebenden Zellen ermoglicht und 
55 runktionellc Untersuchungen zulaBt. und nicht wie die bishe- 
rigen Verfahren auf Reportergenen wie z. B , L«c-7. ''Niwa et 
aiT, 1991. Gene 108. 193-199; Wobus ci. al.. 1996. J. Cell 
Mol. Cardiol.; Metzger et al.. 1996 Circ. Res.. 78. 547-552) 
beruht. deren Expression nur nach Zellfixierung und unter 
60 Zuhilfenahme cines spezifischen Substrates nachgewiesen 
werden kann. 

tiberraschenderweise wurde gefunden. daB ES-Zellen mil 
eineni DNA-Konstrukt. in dem ein tiirein nichl-zellschadj- 
gendes Ruoresziercndes Protein codierende s Gen mil einem 
65 zcil- und eniwicklungsabhangigcn Pronioior gckoppch ist. 
mi tie Is Elekiroporaiion siabil iranslizien werden konnen. 
Dieses Konstrukt wird dabei in die native DNA iniegriert. 
Nach spezilischer Aktivierung intrazcilularer Signalc wird 
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der Promoi.or akliviert und das fiuoreszierende Protein cx- 
primiert.. Somii konnien ES-Zellen. die zu eineni gewissen 
Zeiipunkt der Differenzierung einen zellspezifischen Tran- 
skripiionstakior aktivieren, unhand der Hijorcszenz-F. mis- 
sion unier Fl u ore szenzan re gung erkanni werden. 

Die vorliegende Erfindung betriffi somii. embryonale 
Staimnzelien (ES-Zellen) nichimenschlicher Sauger, die mit 
einem DNA-Konstrukt, umfassend 

- eine fur ein nichi-zellschadigendes fluoreszierendes 
Protein codierende DNA-Sequenz und 

- einen mil dieser DNA-Sequenz operaiiv verknupf- 
ien. zeli- und/oder entwicklungsabhangigen Promoior 

stabil iransfiziert sind. 

BevorzugL stammen die ES-Zellen von Nagern. insbeson- 
dere von Mausen, Besonders bevorzugLe ES-Zellen sind da- 
bci D3-Zcllcn (Doctschmann ct al.. J. EmbryoL Exp. Mor- 
phol. 87. 27 0 985)). Rl-Zellen (Nagy et aL, PNAS (1995)), 
E14-Zellen Handvside et al., Roux Arch. Develop. Biol. 
198. 48 (1989)), CCE-Zellen (Bradley et al.. Nature 309, 
255 (1985)) und P19-Zellen (Mummerv et al.. Dev. Biol 
109.402(1985)). 

Als "nichi-zellschadigendes fluoreszierendes Protein" 
konnen gemaG der vorliegenden Erfindung das Green Fluo- 
rescent. Protein (GFP) aus der Qualle Auequorea Victoria 
(beschreiben in WO- A- 95/07463. WO-A-96/27675 und 
WO-A-95121 191) und dessen Deri vale "Blue GFP" (Heim 
et al., Curr. Biol. 6 (2): 178-182 (1996)) und Redshift GFP" 
(Muidoon etal.: Biotechniques 22(1): 162-167 (1997)) ver- 
wendet werden. Bevorzugi ist dabei das grun fluoreszie- 
rende GFP. insbesondere die in dem tain terieg ten Siamni 
DSM 11633 befiiidliciie GFP-Muianie. 

Unier den Begriff "zeil- und/oder enrwicklunesabhangi- 
ger Promotor" isi geinafi der vorliegenden Erfindung ein 
Promoior zu verstehen. der nur in gewissen Zellivpen und/ 
oder nur in gewissen Zellentwicklungsstadien - sowohl in 
Zellkuiluren (Embryoid Bodies) als auch in transgenen 
nichi-menschlichen Saugem. die von den erfindungsgema- 
Ren ES-Zellen abstammen - seine Promotortaiigkeit entfal- 
lei. Daneben kann aber auch jeder andere be kann te zellspe- 
zifische Promoior fur z. B. Nervenzellen, Herzzeilen. neuro- 
nale Zellen. Gliazellen, hamatopoielische Zellen, Endothel- 
zellen. glatie Muskelzellcn, Skelettmuskelzellen, Knorpel- 
zellen. Fibroblast en und Epithelzellen eingesetzt. werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung isi 
der Promoior ein fur Herzzeilen spezifischer Promotor. Ins- 
besondere sind die folgendcn Promoioren zu nennen: 
SMHC Minimal Promotor (spezifisch fur Glattniuskelzel- 
len. Kallnieierei aL, J. Biol. Chem. 270 (52): 30949-30957 
(1995)); Nkx-2.5 (spezifisch fur sehr triihe Kardiomvozv- 
len. Lints et aL. Development. 119 (2): 419-431 (1993)); 
Human-a-Actin (spezifisch fur Herz»e webe. Sarlorelli et 
al.. Genes Dev.. 4(10): 1811-1822 (1990)), MLC-2V (spe- 
ziiisch fur Herzkamtnem. O'Brien et aL, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 90 (11): 5157-5161 (1993) und WO-A- 
96/10163). 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn weist das DNA- 
Konsirukt noch weiiere funkuonelle DNA-Sequenzen. ins- 
besondere Enhancer und Selektionssequenzen auf. Solche 
Selektionsequenzen sind z. B. Neomycin und Hy groin vein. 

Gegenstand der Erfindung isi weiterhin, ein Verfahren zur 
Hersiellung der erfindungsgemalten ES-Zeilcn. umfassend 



Einbringen kann dabei auf jede dem Fachntann be- 
kannie Arl und Weisc erfolgen. Die Elekiroporaiion ist 
jedoch bevorzugi. Das Scree nen erfolgt vorzugs weisc 
mit Hilfe der in dem DNA-Konsi.ruki vorhandenen Se- 
5 iekLionssequenzen. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls das vorstehend 
beschriebene DNA-Konstrufa. Bevorzugte Konstrukte sind 
dabei die in Fig. 1 und 2 abgebildeien Report erkonsuukie 
10 pCX-(p-acr)GFP-Neo und pCX-«x-acl)GFP-Neo (DSM 
11633). 

Die Erfindung betriffi ebenfalls eine Zellkultur mil zell- 
lypspezifischer Expression eines nieht-zellschadigenden 
fluoreszierenden Proteins erhaltiich durch Kultivieren der 

15 erfindungsgemaBen ES-Zellen. In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform liege n die Zellen als Aggregate (Embryoid 
Bodies) vor. Das Hersrellen des Embryoid Bodies erfolgt 
dabei gcmaB Standard verfahren wie z. B. die Mcthodc des 
"hangenden Tropfens" oder Methylzellulosekultur (Wobus 

20 et al.. Differentiation ( 1 991 ) 48. 1 72- 1 82). 

Diese Zellsirukturen konnen in Verfahren zur loxikoiogi- 
schen Untersuchung von Substanzen. z. B. Retinoids 
Schwermerall und Phannaka. verwendei werden'. Sie besit- 
zen wesentliche Vorteile gegen Liber alien bisher verwende- 

25 ten Zellkuliuniiodellen: 



a) Die lebenden, unfixienen Zellen kdnnen in ihrer 
Differenzierung beobachtet werden. so kann z. B. das 
Wachstum der Herzzeilen im schlagenden Area! konti- 
nuieriich beobachtet. werden. 

b) Zellen im friihen Entwicklungsst.adium konnen 
elektropbysiologischen und anderen MeBinethoden zu- 
ganglich gemachi werden, da sie als fiuoreszierende 
Zellen ieicht zu erkennen sind (siehe Fig. 3). Dies be- 
deutet eine wesentliche Veremfachung der funktionel- 
len Untersuchung dieser Zellen. 

c) Eine Einzelzell-Praparaiion bedeutet. einen Verlust 
von Zellen. Dm die geringe Zahl der noch vorhandenen 
Zellen sichtbar zu niachen. sind die das fiuoreszierende 
Protein exprimierenden Zellen voneilhart. Das Verfah- 
ren liiBt sich durch die FACS-Sonieruncsniethode er- 
ganzen, wodurch homogene Zellpopulaiionen gewon- 
nen werden konnen. Dadurch ist es auch mdglich Un- 
tersuchungen (z. B. molekularbiologische) an einer 
groBoren Population von phanoi.ypisch differenzierten 
ES-Zellen vorzunehnien. 

d) Da die das fiuoreszierende Protein exprimierenden 
ES-Zellen nach Aktivierung herzspezifischcr Promoio- 
ren im EB sichtbar werden, kann das Wachstum der 
herzspezifischen Zellen unier pharniakologisch/loxiko- 
logischen Bedingungen in einem rechi einfachen Ver- 
fahren besiimmt werden. Fur routinemafiige Untersu- 
chungen der Wirkung verschiedener Substanzen auf 
die Herzze 11 differenzierung kdnnte das Areal im EB 
von fluoreszierendes Protein exprimierenden Zellen zu 
verschiedenen Zeiipunkten besiimmt werden und so- 
mit Aussagen gemachi werden. ob diese Substanzen 
die Differenzierung von Herzzeilen quantiiaiiv und 
qualitaiiv beeinflussen. Fur quaniitau'v prazisere Aus- 
sagen konnien die Zellen dissoziiert und dann der 
FA CS- Sort ierungs tech nik unierzogen werden (Fig. 4). 
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~ Einbringen cincs vorstehend definicnen DNA-Kon- 
strukii; in Ausgangs-ES-Zel!en nicht-menschlicher 
Sauger und 

- Screencn nach stabil iransliziencn ES-Zcllen. Das 
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Die Erlindung betriffi schlieGlich ein Verfahren zur Er- 
zeugung iransgener nichimenschlicher Sauger mil zelltyp- 
spczifischer Expression cincs nicht-zellschadigenden 11 uo- 
reszierenden Proieins. umlassend 

- Injiziercn von erfindungsgemiitJen ES-Zellen in Bla- 
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stozvsten von nicht-menschlichen Saugem und 
- Obertragen dcr Blastozysten in Leihmuuer. die 
durch dieses Verfahren erhakliche transgene nicht- 
menschlichc Sauger sowic ein Verfahren zur Untersu- 
chung von Entwicklungsstufen von Zellen nichi- 5 
menschlicher S auger, umfassend die Untersuchung der 
enisprechenden gekennzeichneten Zellen von erfin- 
dungsgemaBen nichtmenschlichen Saugern durch fluo- 
rimetrische Verfahren. 

1m Ganztier kann durch das erfmdungsgemaBe Uniersu- 
chungsverfahren ersimals in vivo eine genaue Zellrypisie- 
rung voreenommen werden. So sollten bereiis in den friihen 
Organanlagen der Enibryonen fluoreszierende Herzzellen 
beobachtef werden, was eine in vivo Beobachtung der Herz- 15 
entwicklung in der truhembryonalen Phase moglich machen 
wurde. Auch dadurch konmen zu verschiedenen Entwick- 
lungsstufcn die Herzzellen lcicht identifiziert werden. 

Die Erfindung wird weiterhin durch folgende Figuren und 
Bcispiele erlSuuen. -° 

Fig. 1 zeigt den in Beispiel 1 verwendeien Reportergen- 
konsiruki pCX-(p-aci)GFP-Neo. 

Fig. 2 zeict den in Beispiel 2 verwendeien Reportergen- 
konsLrukt pCX-(a-act)GFP-Neo (DSM 1 1633). 

Fig. 3. Tbil A: Gezeigl sind 2 junge EBs in Suspension 23 
unter trans minieneni Licht (Aa) und unter 488 nm Exzita- 
tion (Ab). Da sich in diesen friihen EBs noch keine Herzzel- 
len differenzien haben. ist. keine griine Fluoreszenz sichLbar. 

Tcil B: EB nach 3 Tagen Platierung (7+3 Tage) unter 
transmirtierr.em Licht (Ba~>. bei 488 nm Flu ores zenzexzita- 30 
lion (Bb) und in Kombination von iransmiaienern Licht. und 
488 nm Fluoreszenzexzi ration. In diesem EB konnte ein re - 
lauv kleines, spontan schlagendes Areal beobachtet werden. 
Dies entspricht detn Teil des EB mil spontanen Kontrakuo- 
nen.DieEBs wurden mit einer 20-fachen VergroBerung auf- 
genommen. 

Fig. 4: Gezeigt sind die miltels FACS-Methode ersleLlte 
Veneilungshisiogranime von Zellen aus EB*s. die aus ES- 
Zellen rtiit pCX-(a-aci)GFP-Neo gewonnen wurden.^ Das 
Konsirukt. wurde mitiels Aad linearisieru. so daB der CMV- 
IE Enhancer zerstort: wurdc. 

(a) ES- Zellen 

(b) nach 2 Tagen Suspension (2+2 Tage) 

(c) 5 Tage nach Platieren (7+5 Tage) 
x-Achserintensitat der GFP Fluoreszenz (FACS-Ein- 
heiten). y-Achse: gezahlte Zellen 

Beispiele 

Beispiel 1 

Herstellung stabiler ES-Zellinien. die GFP unter einem 
starken ubiqunaren Proniotor expriniieren. und Differenzie- 
runc und Eigenschaften von Kardioniyozyien. die von die- 
sen Zellen abstammen. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstrukts: Der 
von Dr. Okabe (University of Osaka. Japan) zur Verfii- 
gung gesieilte pCX-GFP-Expressionsvektor, der eine 
GFP-codierende Sequenz unter einem Huhn^xActin- 
Proniotor enihalt (M. Ikawa. K. Koniinami. Y. Yoshi- 
inura. K. Tanaka. Y. Nishiniune und M. Okabe. Deve- 
lop. Growth Differ. (1995) 37, 455-459). wurde wie 
folgt inodifizicrt: 

Ein SaU-Xhal-Restrikiionsfragmeni. das ein Neomy- 
cins^ 1.8)-Resisienz-Gen vonpTL2Neo enthiclt (von 
Dr. Tarakhovsky /.ur Verfugung gestcllt), wurde durch 
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Ligasierung mil glaitcn Enden in die Sall-Sielle von 
pCX-GFP ^eingeseizi. Das resultierende Konsirukt 
pCX-0-act)GFP-Neo (Fig. 1 ) wurde fur die Bektro- 
poraiion von D3-Zel!en verwendet. 
b") Elektroporauon und Selektions verfahren: Das 
pCX-(f*-ac!>GFP-Neokonsirukt wurde mil Restriktase 
Seal linearisien (auBerhaib der GFP-Expressionscas- 
sette) und fur die Elektroporation der D3-Linie von ES- 
Zetlen unter den folcenden Bedingungen verwendet: 
DNA: 20-40 fig, Zellen: 7 x 10/ml in 0.8 ml PBS-Puf- 
fer. Elekiroporauonskuveite BioRad 0,4 cm (Kat.-Nr. 
165-2088). Elektroporaiionsapparatur BioRad (Gen 
Puiser), 240 V. 500 uF. 

Nach der Elektroporation wurde die Zellsuspension 
20 min auf Eis gelegt und dann auf eine 10-cm-Peirischale 
mit GewebequaiiLai mit G41 8-Resistenz-Feederschichi in 
10 ml DMEM-Mcdium mit 15% FCS (Kalbcrfctusscrurn) 
Ubertragen. Zwei Tage spater wurde 300 ug/ml Neomycin 
(G4l8."Gibeo) hinzugefugt urn G4l8-resistente ZeLlen zu 
selektieren. Das Medium mitG4l8 (300 ug/ml) wurde jeden 
zwei t en Tag ausgetauschL. Nach 8 bis 10 Tagen Selektion er- 
schienen wirkstoffresistente Kolonien, die durch Fluores- 
zenzmikxoskopie auf GFP- Ex press ion getestet wurden. 

Etwa 95% der G418-rcsi stent en Kolonien zeigien eine 
starke GFP- Expression (griines Leuchten), was auf ein ho- 
nes AusmaB an Aktivitar des B-Actin-Promotors (f}-Actin ist 
eines der Hauptproteine des Cyioskeletts) in ES-Zellen hin- 
weist. Die Kolonien wurden durch Ansaugen mit. einer Pa- 
steur-Pipette aufgenommen, einzeln trypsinisien und an- 
schlieBend fur die Vennehrung auf 48- und 24-Napf-Plat.ten 
mit Feederschichten mil G418 (300 ug/nil) ubertragen. 
Schliefilich wurden mehrere sLabile ES-Klone, die 1 bis 5 
Kopien des GFP-Gens unter der KonLrolle des Huhn-B-Ac- 
.15 un-Promotors trugen. erniittelt und zur Erzeugung embryoi- 
der Korper (EBs) verwendet. 

c) Differenzierung und Analyse der Kardiomyozyien: 
EBs wurden nach Sem Standardverfahren der "hangen- 
4jj den Tropfen" entwickelt (A. Wobus. G . Walluka und .1. 
Hescheler: Differentiaiion (1991) 48. 173-182). 

In alien Stadien der Entwicklung vor deni Aussireichen 
zeigten die EBs. die von ES-Zellen nut imegriertem GFP- 
45 Expressionsvektor unter der Kontrolle des B-Actin-PromcK 
tors abstanimten. unier dem Fluoreszenzmikroskop ein siar- 
kes griines Leuchten. Nach dem Aussireichen veneilie sich 
die GFP- Expression in ungleichen Anteilen zwischen ver- 
schiedenen Zelltypen. die im Laufe der Differenzierung auf- 
50 iraien. Das he lisle griine Leuchten in EBs nach dem Auftre- 
ten kontrakiiler Myocardiocyien fallt mit enisprechenden 
schiagenden Bereichen und nicht mit. schlagenden Kemtei- 
!en fzentralen Teilen) von EBs zusammen. 

Andere Bereiche der EBs zeigen verschiedene Ausmafie 
55 * tier GFP- Expression von stark bis schwach. was auf die be- 
kanme weit verbreiteie Expression von (5-Actin als Haupi- 
komponente des Cyioskeletts bei vielfcliigf-n Zelltypen hin- 
weisL 

Diese visuellen Beobachtungen werden durch Hisio- 
60 gramme der Verteilune der GFP-Expression in den Zellpo- 
pulationen in den sich entwicklenden EBs bestiitigL die man 
durch FACS- Analyse (Flow Cytofluori merry) erhalt. Sie 
zeigen die Linksversc hie bung und VergroBerung an fangs 
scharfer, synimetrischer Peaks des Hisiogramms. was eincn 
65 Ubcrgang von hohcr und rclaliv homogener GFP- Expres- 
sion in einer Population proliferierender undiffcrcnziener 
ES-Zellen zu einer breilcn Veneilung dersclben auf die Po- 
pulation sich differenzie render Zelltypen anzeigi. 
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EBs wurden niiuels Kollagcnase dissoziien und auf Ob- 
jekrtragern ausgesirichen und anschlieBend 2-3 Taijc lang 
kuitiviert:, bevor elektrophysiologische Messungen nach 
dem Standarriverfahren vorgenoni men wurden (V. Maltsev. 
A.Wobus, J. Rohwedei. M. Bader und J. Hescheier; Circ. 5 
Res. (1994) 75 (2). 233-244). , 

Isolierte. s pen tan schlagende Kardiomyozyten, die GFP 
stark exprimieren, weisen alle elektrophysioiogischen Ei- 
genschaften auf. die fur Kardiomyozyten typisch sind ein- 
schlieBlich Akiionspotentialen. Ca 2+ -, Na + -. K 4 - und I r Slro- 10 
men, was durch die Patch-Clamp- Technik gezeigt wurde. 

Stabile ES-Zellinien. die aufgrundeines in das Genom in- 
tegrierten Expressionsveklors GFP stark exprimieren. kon- 
nen sich also zu funktionell reifen kontraktilen Kardiomyo- 
zyten differenzieren. die dieselben elektrophysioiogischen 15 
Grundeigenschaften haben wie Kardiomyozyten, die sich 
aus "nomialen" D3-Zellen differenzien: haben. 

Bei spiel 2 

20 

Herstellung siabiler ES-Zellinien. die GFP unter einera 
herzspezifischen Promotor in sich differenzierenden Kardio- 
myozyien exprimieren. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstrukis: Aus 25 
dem von Dr. M. McBurney (University of Ottawa. Ka- 
nada) zur Verfugung gesrelltem Plasmid pPv/B-Aci- 
lacZ. das das Segment (-440+6) des herzspezifischen 
Human-a-Actin-Promotors enthielt (A.Minty. L. Ke- 
des: Molecular and Cellular Biology (1986) 6, 30 
2125-2136; G. Pari. K. Jardine und M. McBurney: 
Molecular and Cellular Biology (1991) 11. 
4796-4803), wurde der Promotor durch die Restrikti- 
onsenzyme Sail und HindTTT herausgeschnitten. Der 
pCX-GFP-Expressionsvektor (siehe Beispiel 1) wurde :*5 
- urn den Huhn-P-Actin-Promotor durch den herzspe- 
zifischen a- A ctin -Pro mo tor zu ersetzen - mil den Re- 
slriktasen SnaBI und Apal gespallen, wobei der Huhn- 
Ji-Achn- Promotor herausgeschnitten wurde. Nachfol- 

. send wurde durch Ligasierung mil g (alien Enden das 40 
oben genannte Sall-HindlH-Fragmenl des herzspezifi- 
schen a-Actin-Promoiors eingefugi. Die Resiriktasen 
Trhllll. Sail und Hint! wurden verwendet, um Plas- 
midklone zu seiektieren. bei denen der herzspezifische 
a-Actin-Promotor in der richtigen Orientierung zur 45 
GFP-codierendcn Sequenz eingesetzt. war. Dann wurde 
ein Neomycin-(G418)-Resisienz-Gen. wie in Beispiel 
la) beschrieben. in die SaU-Stelle eingesetzt, und das 
resultierendc Plasmid pC:X-(a-act)GFP-Neo (Fig. 2) 
wurde fiir die Elektxoporation von D3-Zellen verwen- 
def. 

b) Elekiroporation und Selektionsverfahren: Das 
pCX-(a-acl)GFP-Neo wurde mil Seal (auBerhalb der 
GFP-Expressionscassetle. wie in Beispiel lb) beschrie- 
ben) Oder mil AatJ linearisicrt, um den Cylomegalovi- 55 
rus-(GMV- EE)- Enhancer zu zersforen (siehe untcn). 
Die Elekiroporation und das G41 8-Seleki.ionsverfahrcn 
wurden. wie in Beispiel lb) beschrieben. durchgefuhrt. 

c) Analyse der Zeiipopulaiion und GFP-Expression 
unter der Konirolle des herzspezifischen a-Actin-Pro- 60 
nioiors wahrend der Differenzierung von Kardiomyo- 
zyten: EBs wurden. wie in Beispiel 1c) beschrieben, 
entwickelt. Im Un terse hied zu den oben beschriebenen 
Musicrn der GFP-Expression unier der Konirolle des 
(J-Actin-Promoiors wciscn ES-Zcllcn. die das in das 

. Genom iniegrierte pCX-(a-acl,)GFP-Neo iragen. kein 
oder nur ein sehr schwaches durch Fluoreszenzmikro- 
skopie sichl bares Signal auf. Die FA CS- Analyse zcigt. 
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daB das mini ere Niveau der grunen Kluoreszenz von 
D3-Zellen ink durch Sac! linearisienem pCX-(a- 
act)GFP-Neo etwa 35- bis 40mal gcringer ist als bei 
Zellinien. die pCX-( P-act)GFP-Neo iragen. Wahrend 
der Entwicklung der EBs wurde eine Rechtsverschie- 
bung und VergroBerung des Anfangspeaks des durch 
FACS erhaltenen GFP-Fluoreszenz-Hist.ogramms er- 
halten. Die schlagenden Bereiche. die 2 bis 4 Tage nach 
dem Ausstreichen der EBs auftraien, zeigen ein durch 
Fluoreszcnzmikroskopie sichtbares grunes Leuchten, 
das mil dem Niveau der GFP-Expression in ES-Zeilen, 
die pCX-(p*-acl)GFP-Neo tragen. vergleichbar ist. 
Moglicherweise sind die schlagenden Bereiche. die aus 
funktionell reifen Kardiomyozyten bestehen. nur Be- 
reiche mil sLarkem sichtbarem Leuchten unter anderen 
Zelltypen in sich ent.wickelnden EBs, Bei taglicher 
Uberwachung ist es moglich. 1 bis 1,5 Tage, bevor sie 
zu schlagcn beginnen, getrennte Icuchtcndc Bereiche 
nachzuweisen. 

Der herzspezifische Charakter der GFP-Expression 
wurde durch a-Acrin-spezifisches Iiiunun-Anfarben einzel- 
ner Zellen besialigu das mit der GFP-Expression unier der 
Komrolle des herzspezifischen a- Ac tin -Promoters korre- 
lierL 

d) Herstellung von ES-Zellinien mit geringem ur- 
sprunglichem unspezifischem Niveau der GFP-Expres- 
sion: Die oben genannten ES-Klone mit integrienem 
pCX-(a-act)GFP-Neo zeigten eindeutige Kardiomyo- 
zyten-spezifische Express ions muster, was zu einem er- 
kennbaren Zusammen fallen leuchiender und schlagen- 
der Bereiche fuhrie. Das anfangliche Niveau der GFP- 
Expression dieser undifferenzienen Zellen. das 5- bis 
lOmal hdher liegt als bei einer negaiiven Konirolle (in- 
takte ES -Zellen). konnte jedoch das Auffinden der Zel- 
len bei den allerersLen Schrifien der Differenzierung 
behindern. 

Um das ursprungliche Niveau der unspezifischen GFP- 
Expression zu senken. wurde eine Anzahl neuer Zellinien 
erzeugt. wobei pCX-(a-act,)GFP-Neo verwendet wurde. das 
mit Aall-Restriktase linearisiert wurde (Fig. 2), um eine 
Zerstorung des CMV-EE-Enhancers zu ennoglichen. Letzte- 
rer war im urspriinglichen Expressionsvektor vorhanden. 
und es wurde angenommen. daB er der Grund fiir den an- 
fangliche n unspezifischen "Hintergrund" war. 

Nach der Elektroporauon und dem Seietciionsverfahren 
zeigten die G418-resisienien Klone eine viel hohere Diver- 
50 sifikation der anfanglichen GFP-Expression als Klone mit 
intakiem CMV- EE-Enhancer. Mehrere ES-Klone mil nied- 
rigstem "Himergrund" wurden durch FACS- Screening aus- 
gewahlt.. Diese Klone haben eine etwa 5mai niedrigere An- 
fangsfluoreszenziniensitat und konnten mil Zellen der nega- 
iiven Konirolle (Wildiypi ohne GFP-Vektor vergleichbar 
sein. Nach der Herstellung von EBs aus enisprechcnden ES- 
Zellklonen zcigien mehrere da von cine sowohl durch Fluo- 
reszenzmikroskopie als auch durch EACS-Avnalyse nach- 
weisbare GFP-Expression in sich differenzierenden Kardio- 
myozyien. Die FACS- Analyse, zeigt eine hohe Auflosung 
zwischen zxllen. die zur herzspezifischen Di fferenzierung 
ubercegangen sind, und dem Rest der Zeiipopulaiion. die 
wiihrend der EB-Entwicklung den ausgepriiglen eins-zu- 
zwei-Peakcharakler der Histogrammdvnamik zeigicn (Fig. 
fi5 4). 

Der beschricbene Ansalz erlaubt.es also, die Differenzie- 
rung von ES-Ze!len zu Kardiomyozyten "in vitro" zu unler- 
suchen, wobei der GFP-Expressionsvektor mil herzspezifi- 
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scheni Promoior als "lebcndes" Repoier-Gensysiem ver- 
wendet wird. der Zelien in den fruhcren Schritten der Eni- 
wicklung sichtbar machu 

Das vorsiehenri heschriehene PI asm id nCX-(ft-acL)GFP- 
Neo wurden am 27.06.97 bei der Deuischen Sammlung von 5 
Mikroorganismen und Zcllkulturen GmbH, Maschroder 
Weg lbfD-38124 Braunschweig, umer der Bezeichnung 
DSM 11633 hinrerlegt. 

Patent an spriic he io 

1. Embryonale Siammzellen (ES-Zellen) nicht- 
menschlicher Sauger. die mil einem DNA-Konstrukt. 
umfassend 

- eine fur ein nicht-zellschadigendes fiuoreszie- 15 
rendes Protein codierende DNA-Sequenz und 

- einen mil dieser DNA-Sequenz operativ ver- 
kniipftcn. zcll- und/odcr cntwicklungsabhangigcn 
Promotor 

stabil transfiziert sind. 20 

2. ES-Zellen gemaB Anspruch 1. wobei die ES-Zellen 
von Nagem. insbesondere von Mausen. stammen. 

3. ES-Zellen gemaB Anspruch 1 oder 2. wobei das 
nicht-zellschadigende fluoreszierende ProLein ausge- 
wahlt isl aus Green Fluorescent Protein (GFP), Red 25 
Fluorescent Protein und Blue Fluorescent Protein und 
insbesondere GFP ist. 

4. ES-Zellen gemaB irgendeinem der Anspriiche 1 bis 
3, wobei der Promotor ein fur Herzzellen. neuron ale 
Zelien, Gliazellen. hamatopoieLische Zelien, Endothel- 30 
zellen. glatte Muskelzellen. Skelettmuskelzellen. 
Knorpelzellen. FibroblasLen oder Epithelzellen spezi ri- 
se her Promotor ist, insbesondere ein fur Herzzellen 
spezi fischer Promotor ist. 

5. ES-Zellen gemaB Anspruch 5. wobei der Promotor 35 
ausgewahlt ist aus den Promotoren Nkx-2.5. Human- 
a-Actin und MLC-2V und insbesondere der herzspezi- 
fische Human-a-Actin Promoior ist. 

6. ES-Zeilen gemaB irgendeinem der Anspruche ) bis 

5, wobei das DNA-Konstrukt weitere funktionelle *J 
DNA-Sequenzen. insbesondere Enhancer- und Selekii- 
onssequenzen, aufweist. 

7. Verfahren zur Hersiellung der ES-Zellen gemaB ir- 
gendeinem der Anspruche 1 bis 6. umfassend 

- Einbringen eines wie in Anspruch 1 und 3 bis 6 45 
dennierten DNA-Konstrukts in Ausgangs-ES- 
Zellen nicht-menschlicher Sauger und 

- Screenen nach stabil transrizienen ES-Zellen. 
S. Verfahren nach Anspruch 7. wobei das Einbringen 
durch Elekiroporation erfolgt. 50 

9. DNA-Konstruki gemaB irgendeinem der Anspruche 
1 und 3 bis 6. 

10. DNA-Konstrukt. gemaB Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnei, daB es" Plasmid pCX-fa-act)GFP-Neo 
(DSM 1 1 633) ist. 55 

1 1 . Zellkullur mil ze illy pspezi fischer Expression eines 
nicht-zellschadigenden fiuoresiierc-nden Proleins er- 
halilich durch Kultivieren derES-Zellen gemaB irgend- 
einem der Anspriiche 1 bis 6 in vitro. 

12. Zcllkultur gemaB Anspruch U, wobei die Zellen GO 
ais Aggregate vorliegen. 

13. Verfahren zur toxikologischen Prufung von Sub- 
sianzen. umfassend die Untersuchung der Auswirkun- 
gen dieser Subsianzen auf Zellkuliuren gemaB Ansprii- 
chen 11 oder 12 miitcls Huorimcirischer Verfahren. 65 

14. Verfahren zur lirzeugung iransgener nicht- 
menschlicher Sauger mil zeiltypspezi fischer Expres- 
sion eines nichi-zellschadigenden lluoresziercnden 
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Proteins, umfassend 

- Injizieren von ES-Zellen gemaB irgendeinem 
der Anspriiche ] bis 6 in BlastozysLen von nicht- 
menschlichen Saugern und 

- Ubertragen der Blastozysten in Leihmutier. 

15. Transgene nicht-inenschliche Sauger erhaitlich 
durch das Verfahren gemaB Anspruch 14. 

16. Verfahren zur Untersuchung von Entwicklungsstu- 
fen von Zellen nichtmenschlicher Sauger. umfassend 
die Untersuchung der entsprecheaden gekennzeichne- 
ten Zellen von nicht-nienschlichen Saugern gemaB An- 
spruch 15 durch fluorimetrische Verfahren in vitro. 
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